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［摘　要］目的：观察苯巴比妥钠（ＰＢ）与β萘黄酮（βＮＦ）联合应用对大鼠肝微粒体细胞色素Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）
酶系的影响。方法：１６只ＳＤ雄性大鼠随机分为实验组和对照组，实验组腹腔注射ＰＢ和βＮＦ，对照组给予等量
生理盐水，连续４ｄ后取各组大鼠肝脏组织制备肝微粒体；测定肝脏脏器系数，采用 Ｌｏｗｒｙ法测定肝微粒体蛋白
含量，分光光度法检测ＣＹＰ４５０、细胞色素 ｂ５（Ｃｙｔｂ５）含量和 ＣＹＰ３Ａ活性，荧光分光光度法测定 ＣＹＰ１Ａ２活性。
结果：ＰＢ与βＮＦ联合应用后，大鼠肝脏脏器系数，肝微粒体蛋白含量、ＣＹＰ４５０、Ｃｙｔｂ５含量及 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ３Ａ
活性较对照组均有增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：ＰＢ和 βＮＦ腹腔注射对大鼠肝微粒体 ＣＹＰ４５０
酶系有较强的诱导效应。
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　　肝微粒体是将肝组织匀浆离心后得到的肝亚
细胞成分，主要有效成分为混合功能氧化酶

（ＭＦＯ），细胞色素 Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ，ＣＹＰ４５０）酶

系是ＭＦＯ中最重要的一种氧化酶，包括 １４个家
族，２６个亚家族，５０多种具有催化功能的亚型，在
外源及内源物质的生物转化过程中发挥着至关重
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要的作用，与毒物、致癌物或药物的代谢活化密切

相关［１－２］，因此该酶系常采用诱导剂诱导制备，作

为体外试验研究中的重要酶代谢系统，广泛应用于

毒理学、环境医学和药理学研究［３－４］。苯巴比妥钠

（ＰＢ）和 β萘黄酮（βＮＦ）是常用的诱导剂，但它
们对ＣＹＰ４５０酶含量的影响报道不一，所诱导的酶
亚型类别也有差异［５］。本文采用ＰＢ和βＮＦ联合
作用诱导制备大鼠肝微粒体，分析此方法对肝

ＣＹＰ４５０、Ｃｙｔｂ５含量及主要亚酶 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ３Ａ
活性的影响，旨在为体外代谢试验选择合适的诱导

剂及诱导方法提供参考依据。

１　材料与方法

１１　主要仪器及试剂
Ｔ６新世纪紫外分光光度计（北京普析通用仪

器有限责任公司）、超级酶标仪（美国分子公司）、

荧光分光光度计（上海棱光技术有限公司）、全自

动低温高速离心机（北京时代北利离心机有限公

司），ＰＢ（贵州光正制药有限责任公司）、βＮＦ（北
京伊诺凯科技有限公司）、Ｌｏｗｒｙ法蛋白含量测定
试剂盒（上海荔达生物科技有限公司），甲氧基异

唑（ＭＦ）、异唑（Ｒｅｓｏｒｕｆｉｎ）、红霉素、氧化型辅
酶Ⅱ（ＮＡＤＰ）、６磷酸葡萄糖二钠和葡萄糖６磷酸
脱氢酶（均为Ｓｉｇｍａ公司产品）。
１２　动物分组及肝微粒体酶诱导

健康雄性ＳＤ大鼠１６只，体质量（２００±２０）ｇ，
由贵州医科大学实验动物中心提供，合格证号

ＳＣＸＫ（黔）２０１２－０００１。将大鼠随机分为实验组与
对照组，每组８只。实验组：用生理盐水配制 ＰＢ，
玉米油溶解配制βＮＦ；第１天对大鼠腹腔注射ＰＢ
３０ｍｇ／ｋｇ，第２、３、４天再各注射双倍剂量（６０ｍｇ／
ｋｇ）的ＰＢ，并于第３、４天增加注射βＮＦ８０ｍｇ／ｋｇ。
对照组：大鼠腹腔注射等量的生理盐水，１次／ｄ，连
续４ｄ。
１３　肝微粒体酶制备

各组大鼠第 ５天断头处死（处死前 １２ｈ禁
食），放血，取出肝脏，用新鲜预冷的０１５ｍｏｌ／Ｌ氯
化钾溶液冲洗表面血污，称肝重。将肝脏剪碎，每

克肝加０１５ｍｏｌ／Ｌ氯化钾溶液３ｍＬ，制成肝匀浆，
９０００ｇ离心１０ｍｉｎ（以上操作均在４℃下操作）。
吸弃白色脂肪层，取上清液即为肝微粒体酶，分装

于无菌冻存管中，速冻后置 －８０℃超低温冰箱保
存备用。

１４　肝微粒体蛋白含量测定
按照Ｌｏｗｒｙ法蛋白质定量试剂盒说明，配制牛

血清白蛋白标准溶液和工作液，用酶标仪在７５０ｎｍ
波长测定各浓度标准液的光吸收度（ＯＤ值），绘制
标准曲线。将待测大鼠肝微粒体样本稀释１００倍，
依据标准曲线操作步骤测定并计算待测样本中蛋

白含量。

１５　ＣＹＰ４５０和Ｃｙｔｂ５含量测定
ＣＹＰ４５０含量的测定采用 ＣＯ还原差示光谱

法［６］。取微粒体悬液０３ｍＬ，０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲
液（ＰＨ＝７４）５７ｍＬ加至试管中，加入０１ｇ／ｍＬ
连二亚硫酸钠４０μＬ，立即混匀，静置２ｍｉｎ，等量
分装到２个比色杯中，分别作为对照和样本，向样
本池缓慢通入ＣＯ６０ｓ，稳定２ｍｉｎ；以对照杯调零，
紫外分光光度计从４００ｎｍ向５００ｎｍ扫描，通过比
较４５０ｎｍ 和 ４９０ｎｍ 波长下的 ＯＤ值来计算
ＣＹＰ４５０的含量。计算公式为：

ＣＹＰ４５０含量（μｍｏｌ／ｇ）＝
（ＯＤ４５０－ＯＤ４９０）×样本的稀释倍数
００９１×样品的蛋白质浓度（ｇ／Ｌ）

Ｃｙｔｂ５含量测定采用差示光谱法测定［６］，除不

进行ＣＯ充气外，其余步骤与细胞色素 Ｐ４５０含量
测定方法相同，通过比较４２４ｎｍ和４９０ｎｍ波长下
的ＯＤ值来计算细胞色素 Ｃｙｔｂ５含量。计算公式
为：

Ｃｙｔｂ５含量（μｍｏＬ／ｇ）＝
（ＯＤ４２４－ＯＤ４９０）×样本的稀释倍数
０１７１×样品的蛋白质浓度（ｇ／Ｌ）

１６　ＣＹＰ１Ａ２活性测定
参照文献［７－８］的方法，ＣＹＰ１Ａ２活性可用甲

氧基异唑脱甲基酶（ＭＲＯＤ）活性反映，根据
ＭＲＯＤ单位时间内催化甲氧基异唑 （ｍｅ
ｔｈｏｘｙｒｅｓｏｒｕｆｉｎ，ＭＦ）生成异唑（ｒｅｓｏｒｕｆｉｎ）的量来特
异性地反应相应酶的活性。以ｒｅｓｏｒｕｆｉｎ为标准品，
ＭＦ为底物，ＮＡＤＰＨ生成体系启动反应，用荧光分
光光度计测定肝微粒体悬液荧光强度的变化，激发

波长和发射波长分别为 ＥＸ＝５３０ｎｍ、ＥＭ ＝
５８５ｎｍ。计算所得 ｒｅｓｏｒｕｆｉｎ含量，即代表酶活性，
酶活力单位以μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）表示。
１７　ＣＹＰ３Ａ活性测定

按文献［８］方法，采用 Ｎａｓｈ比色法测定。红
霉素作为ＣＹＰ３Ａ的底物，由ＣＹＰ３Ａ介导的红霉素
Ｎ脱甲基反应与 ＣＹＰ３Ａ酶活性具有相关性，因此
红霉素Ｎ脱甲基酶（ＥＲＮＤ）活性即可代表 ＣＹＰ３Ａ
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的酶活性。以不同浓度甲醛系列标准液作为横坐

标，ＯＤ值为纵坐标绘制标准曲线。通过检测待测
微粒体样品所得到的甲醛产量计算 ＥＲＮＤ
（ＣＹＰ３Ａ）活性，酶活力单位以 μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）表
示。

１８　统计学方法
应用ＳＰＳＳ１７０软件进行统计分析，组间比较

采用独立样本ｔ检验，数据用均数和标准差（ｘ±ｓ）
表示。检验水准ａ＝００５。

２　结果

２１　肝微粒体蛋白含量
大鼠肝脏系数（脏器重／体重 ×１００）高于对照

组（Ｐ＜００５）。按照 ｌｏｗｒｙ法，以蛋白浓度对吸收
度进行线性回归，得到蛋白浓度测定的标准曲线为

Ｙ＝０１８２５Ｘ－０００２０，相关系数 ｒ＝０９９９１，线
性关系良好。通过比较待测样品肝微粒体蛋白含

量，实验组肝微粒体蛋白含量较对照组增加，差异

具有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　两组大鼠肝脏系数及肝微粒体蛋白
含量检测结果（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｓ
组别 肝脏系数 微粒体蛋白含量（ｇ／Ｌ）
对照组 ３３６２±０６１６ ３５４１３±３９１６
实验组 ４６１４±０３２５（１） ４９５３４±４３７９（１）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

２２　肝微粒体 ＣＹＰ４５０、Ｃｙｔｂ５含量及 ＣＹＰ１Ａ２、
ＣＹＰ３Ａ活性

与对照组比较，ＰＢ与 βＮＦ联合用药后实验
组大鼠肝微粒体 ＣＹＰＰ４５０、Ｃｙｔｂ５含量明显增加，
ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ３Ａ活性亦增高，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　两组大鼠肝微粒体ＣＹＰ４５０、Ｃｙｔｂ５含量
及ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ３Ａ活性（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０ｓｙｓｔｅｍｉｎｒａｔｓｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅ

指标 对照组 实验组

ＣＹＰ４５０含量（μｍｏｌ／ｇ） ０３２７±０１３８　 １４４７±０３６０（１）

Ｃｙｔｂ５含量（μｍｏｌ／ｇ） ０１６５±００４７ ０８５０±０１０２（１）

ＣＹＰ１Ａ２活性（μｍｏｌ／ｇ·ｍｉｎ） １３７２２±１９９１ ２９１９７±３２６２（１）

ＣＹＰ３Ａ活性（μｍｏｌ／ｇ·ｍｉｎ） ０４１７±００５６ ２３６１±０３７１（１）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

３　讨论

ＣＹＰ４５０酶作为体外试验研究中的重要酶代
谢系统，是ＭＦＯ的主要成分，在整个酶系中起到终
末氧化酶的作用，具有活化氧分子和与底物结合的

双重功能。Ｃｙｔｂ５是一个具有多种重要生理功能
的低自旋金属蛋白，给 ＣＹＰ４５０系统提供电子，这
一传递系统在内质网中可增强 ＣＹＰ４５０的氧化活
性，参与Ｐ４５０酶的代谢过程［９－１０］。

ＰＢ和βＮＦ可以促进肝脏内质网增生和微粒
体膜结合蛋白合成，尤其是诱导 ＣＹＰ４５０合成的增
加，而对ＣＹＰ４５０诱导作用常常伴随着肝脏重量和
微粒体蛋白含量的增加［１１］。本实验研究了 ＰＢ和
βＮＦ联合作用对大鼠肝微粒体 ＣＹＰ４５０酶系的影
响，结果表明，大鼠肝脏系数及微粒体蛋白含量明

显高于对照组，提示两者联合作用可促进肝细胞内

质网增生和蛋白质合成。酶的催化活性取决于酶

的含量水平，根据 ＣＹＰ４５０和 Ｃｙｔｂ５含量的变化可
初步推断酶活性是被诱导或抑制。大鼠肝ＣＹＰ４５０
及Ｃｙｔｂ５含量升高，说明两种物质结合可诱导大鼠
肝微粒体酶，提高该酶系活性。

ＣＹＰ１、ＣＹＰ２和 ＣＹＰ３是 ＣＹＰ４５０酶系中参与
内源性物质和外源性物质（包括药物和环境污染

物）代谢的的主要家族。ＣＹＰ１型酶主要参与多环
芳烃和芳香胺类化合物代谢，其中 ＣＹＰ１Ａ亚家族
包括ＣＹＰ１Ａ１和 ＣＹＰ１Ａ２，ＣＹＰ１Ａ１主要表达于皮
肤、肾、肺等肝外组织 ；ＣＹＰ１Ａ２在肝组织中特异性
表达，占肝细胞色素酶总量的 １３％，居肝脏各
ＣＹＰ４５０酶含量的第３位，是重要的 ＣＹＰ４５０氧化
酶之一，其活性与许多药物的疗效或毒性相关，并

参与多种与癌症发生密切相关的化学性毒物（如

亚硝胺）和内源性激素的代谢［１２－１３］。ＣＹＰ３Ａ是
ＣＹＰ４５０中最重要的部分，约占 ＣＹＰ４５０酶系总量
的３０％，主要参与５０％以上药物的代谢及部分前
致癌物的活化［１４－１５］，因此，两种主要 ＣＹＰ４５０亚酶
在内外源性物质代谢研究中具有重要作用。对其

检测发现，ＣＹＰ１Ａ２和 ＣＹＰ３Ａ活性明显升高，进一
步表明了ＰＢ和βＮＦ联合作用对 ＣＹＰ４５０酶具有
明显的诱导效应。

细胞色素 Ｐ４５０酶系在人体肝脏生物转化中
发挥重要作用，由于人体肝脏的不易获得，哺乳动

物如大鼠肝脏微粒体 Ｐ４５０酶系常用于体外代谢
试验，因而采用诱导法增加该酶系的含量及活性十
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分必要。本文采用ＰＢ和βＮＦ作为联合诱导剂有
助于毒物、致癌物及药物等外源化合物的毒理、药

理作用机制的研究，为体外代谢研究提供相关基础

数据及一定的参考依据。
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